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Marqueur specif ique de la degradation du tissu synovial 

La present e invention concerne un marqueur 
specifique de la degradation du tissu synovial ainsi 
que des methodes mettant en oeuvre ce marqueur dans le 
diagnostic, le suivi et la determination d ! un pronostic 
de pathologies synoviales. 

Les pathologies osteoarticulaires ou pathologies 
des articulations se caracterisent par une degradation, 
une destruction ou une resorption des tissus de 
1 'articulation. Dans certaines pathologies, les tissus 
non mineralises (synoviale, cartilage) sont degrades 
avant la matrice osseuse. Ainsi, dans la polyarthrite 
rhumatoide, le tissu synovial est le premier degrade, 
puis le tissu cartilagineux commence a etre degrade, le 
tissu osseux etant le dernier a etre degrade. 
L ' identification de marqueurs specif iques de la 
degradation du tissu synovial presente done un interet 
majeur. En effet, le tissu synovial pouvant etre l'un 
des premiers tissus a etre atteint dans une pathologie 
osteoarticulaire, un marqueur specifique de pathologie 
synoviale peut done constituer un marqueur precoce de 
pathologie osteoarticulaire ou encore un marqueur pre- 
symptomatique de pathologie osteoarticulaire. A ce 
jour, aucun marqueur specifique synovial n'a ete decrit 
dans la litterature. 

L' invention fournit pour la premiere fois un 
marqueur specifique de tissu synovial et plus 
particulierement un marqueur de la degradation du 
collagene synovial. De ce fait, 1« invention fournit un 
marqueur precoce de pathologie osteoarticulaire ou 
encore un marqueur pre -symptomat ique de pathologie 
osteoarticulaire . 

De preference, . un marqueur specifique de 
pathologie synoviale selon l f invention est la 
pyridinoline glycosylee et plus particulierement la 
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pyridinoline diglycosylee (Pyr-Gal-Glc) , aussi appelee 
glucosyl -galactosyl -pyridinoline ou pyridinoline 

disaccharidique. En effet, les presents inventeurs ont 
identifie le Pyr-Gal-Glc comme fit ant un marqueur 
specif ique de la degradation du collagene synovial. 

La molecule de pyridinoline resulte de la 
condensation de trois residus hydroxylysine dont 1 ' un 
provient de la region helicoidale de la molecule de 
collagene (type majoritaire : type I pour le tissu 
osseux, type I et III pour la synoviale, type II pour 
la cartilage) et les deux autres sont issus des 
telopeptides C et N terminaux (voir figure 1) . Les 
residus d ■ hydroxylysine peuvent etre glycosyles par 
I 1 addition de sucre au niveau du groupement hydroxyle. 
Ainsi, si la formation de pyridinoline fait intervenir 
un residu hydroxylysine glycosyle, une pyridinoline 
glycosylee sera produite (voir figure 2 c) et d) ) . Au 
contraire, la deoxypyridinoline (voir figure 2 b) ) qui 
est formee par 1 1 intermediaire d'un residu lysine ne 
pourra pas etre glycosylee a cause de 1 1 absence de 
groupement hydroxyle sur la chaine laterale qui 
comprend le groupement hydroxyle dans la forme 
pyridinoline . 

La pyridinoline diglycosylee a ete mesuree dans 
les urines de patients atteints d'osteoporose (Robins 
SP et al ; 3 rd int. Symp . On Osteoroposis , Copenhagen, 
P. 465, ed. by C. Christiansen and K. Overgaard, 1990) . 

II a par ailleurs ete suggere d ! utiliser la 
pyridinoline diglycosylee comme indice de resorption du 
collagene osseux et du collagene cartilagineux et de 
mesurer a la fois la pyridinoline diglycosylee et la 
pyridinoline monoglycosylee comme indicateur de 
pathologie arthritique (demande de brevet 

n° WO 89/12824) . 

L 1 invention a montre que la pyridinoline 
diglycosylee n'etait pas un indice de resorption du 
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collagene osseux ou du collagene cartilagineux mais un 
indice de pathologie synoviale et que 1 • augmentation de 
la pyridinoline diglycosylee dans les liquides 
biologiques etait un indice de pathologie osteo- 
articulaire mais pas de pathologie osseuse . 

Dans le cadre de 1' invention, les inventeurs ont 
caracterise le type de glycosylation majoritaire de la 
pyridinoline dans la matrice osseuse, dans le cartilage 
et la synoviale (voir figures 3 a 7). Ainsi, les 
differentes formes de pyridinoline ont ete recherchees 
dans le tissu osseux, cartilagineux et synovial dans un 
modele ex-vivo de degradation tissulaire. 

Dans le cadre de 1' invention, il a aussi ete 
montre 1' existence des formes glycosylees de la 
pyridinoline dans les urines et 1 ' interet de leur 
dosage pour 1' etude des pathologies osteoarticulaires 
telles que la polyarthrite rhumatoide ou 1 ' arthrose . La 
variation de la proportion de chaque forme de la 
pyridinoline et de la deoxypyridinoline (totale, libre, 
mono- ou di-glycosylee) dans les pathologies 
« modeles », c 1 est a dire caracterisees soit par une 
augmentation specifique et intense du remodelage osseux 
(maladie de Paget) , soit par une inflammation de la 
synoviale avec atteintes cartilagineuses (arthrose, 
polyarthrite rhumatoide) a ainsi ete analysee . 
L' invention a montre pour la premiere fois un lien 
direct entre inflammation et degradation de la 
synoviale. Les pyridinolines et deoxypyridinolines 
totales sont mesurees apres hydrolyse acide. Les 
pyridinolines et deoxypyridinolines libres sont 
mesurees apres hydrolyse alcaline pour les tissus et 
sans hydrolyse pour les surnageants . Ces resultats sont 
rapportes aux figures 3 et 7 . Ces resultats ont ainsi 
montre que le marqueur pyridinoline diglycosylee (Pyr- 
Gal-Glc) etait specifique de pathologie synoviale ou de 
la degradation de la synoviale et qu'il etait 
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lineairement correle a un marqueur connu (CartiLaps) 
specifique de la pathologie du cartilage ou de la 
degradation du cartilage (voir figure 10) . 

De plus, dans le cadre de 1 ' invention il a ete 
montre 1 • interet du dosage des formes glycosylees de la 
pyridinoline et plus particulierement de la forme 
diglycosylee dans les urines pour le suivi de 
Involution de pathologies osteoarticulaires (voir 
figures 8 et 9) . Ainsi, plus 1 ' individu est avance dans 
la pathologie ou caracterise par une forme grave de la 
pathologie, plus le marqueur Pyr-Gal-Glc est mesure en 
quantite elevee dans les urines correlativement a ce 
qui peut etre mesure avec un marqueur connu tel que le 
CartiLaps. En effet, la quantite de Pyr-Gal-Glc mesuree 
chez un individu au stade destructeur est plus elevee 
que celle mesuree chez un individu au stade non 
destructeur (figure 11). 

La mesure de 1 ' excretion urinaire des deux formes 
de glycosylation de la pyridinoline constitue des 
marqueurs specifiques de la degradation de la matrice 
osseuse, du cartilage et de la synoviale. La 
specificite du tissu osseux, du cartilage et de la 
synoviale par rapport a la peau est apportee par le 
noyau pyridinolique (le collagene de type I de la peau 
n'est que tres peu ponte par la pyridinoline) et la 
specificite tissulaire (synoviale, cartilage, os) par 
la glycosylation et le type de glycosylation. Une 
augmentation de la quantite de pyridinoline 
disaccharidique correspond a une elevation de la 
degradation du collagene d'origine synoviale, a une 
inflammation de la synoviale ou a une proliferation du 
collagene d'origine synoviale ; une augmentation de la 
quantite de pyridinoline monosaccharidique correspond a 
une degradation du collagene d - origine osseuse, tandis 
que 1' augmentation de la quantite de pyridinoline et 
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1" absence de pyridinoline glycosylee correspond a une 
degradation du collagene d'origine cartilagineuse . 

Definitions : 

- La pyridinoline diglycosylee est designee par 
1 'abreviation Pyr-Gal-Glc et est aussi appelee 
glucosyl -galactosyl -pyridinoline ou pyridinoline 
disaccharidigue . 

- un « individu », peut appartenir a une ou plusieurs 
des categories suivantes : 

individu susceptible d'etre atteint d ! une 
pathologie synoviale 

un modele pour une pathologie donnee et 
notamment un modele utilise dans les etudes 
precliniques 
un etre humain 
un malade 

un patient ou un individu qui subit un 
traitement medical ou une operation 
chirurgicale 

un individu qui est ou a ete sous traitement 

pour une pathologie osteoarticulaire 

un individu atteint d'une pathologie synoviale 

ou soupgonne d'etre atteint d'une telle 

pathologie 

un individu atteint d'une pathologie 
osteoarticulaire 

- un individu gui n'est pas atteint 
d 1 osteoporose 

un individu en periode de croissance 
un individu de sexe masculin 
un individu de sexe feminin 
un enfant 



un adult e 

- un individu de sexe feminin pre- ou post- 
menopause 

- un animal tel qu'un rat, une souris, un lapin, 
un mouton, un primate ou un cheval de course ; 

- un « marqueur specifique de pathologie synoviale » 
signifie une substance ou un compose qui permet de 
distinguer une pathologie synoviale d'autres 
pathologies et notamment d'une atteinte de 1 • os 
et/ou du cartilage. De preference le marqueur 
specifique de pathologie synoviale est un marqueur 
de la degradation du collagene synovial, 
une « pathologie synoviale » signifie une 
augmentation du turn-over, une proliferation, une 
degradation, une inflammation, une destruction, une 
decomposition, un remodelage pathologique ou une 
degradation de la synoviale ou du collagene 
synovial ; 

un « collagene synovial » signifie un collagene de 
type I, III, iv, V, ou VI, ou un melange de 
collagenes choisis parmi lesdits collagenes. De 
preference, il s'agit d'un collagene de type 
majoritaire I et III ; 

une « pathologie osteoarticulaire » signifie une 
pathologie d'une ou de plusieurs articulations ou 
qui implique une proliferation de la synoviale et 
une atteinte du cartilage. Une pathologie 
osteoarticulaire peut etre un rhumatisme 
inflammatoire, une arthropathie metabolique ou un 
rhumatisme degeneratif, une polyarthrite rhumatoide, 
une spondylarthropathie, la goutte, la 

chondrocalcinose ou l'arthrose. 

un « echantillon biologique » signifie un liquide 
corporel. Le liquide corporel est generalement 
extrait de 1 • individu avant la mise en oeuvre d'une 
methode selon 1' invention. Le liquide corporel peut 
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etre choisi parmi le sang, le serum, le plasma, 
l'urine, la salive, la sueur ou le liquide synovial. 
Le liquide synovial est avantageux dans la mesure ou 
il est specifique du tissu synovial ou de la 
synoviale. Un echantillon biologique peut etre un 
tissu extrait de I'individu. Le tissu peut etre mis 
en culture avant que l»on effectue la mesure ou la 
detection sur ce tissu. Le tissu peut etre la 
synoviale . 

Le « stade destructeur » (destructive) d'une 
pathologie osteoarticulaire correspond au stade 
auquel la destruction ou la degradation des tissus 
articulaires peut etre visualisee par radiographic, 
par Resonance Magnet ique ou par Resonance Magnet ique 
Nucleaire. Le stade non destructeur (non 
destructive) correspond au stade auquel la 
destruction ou la degradation des tissus 
articulaires n'est pas encore visualisable par 
radiographic, par Resonance Magnetique ou par 
Resonance Magnetique Nucleaire. 

La « pyridinoline libre » signifie pyridinoline liee 
a aucun peptide 

La « pyridinoline glycosylee » signifie la 
pyridinoline portant des groupements glycosyles . 
« Pyridinoline glycosylee » comprend a la fois la 
pyridinoline glycosylee portant des residus 
peptidiques et la pyridinoline glycosylee exempte de 
peptide. Selon la technique mise en oeuvre pour 
mesurer la pyridinoline glycosylee, et selon la 
technique mise en oeuvre dans la preparation de 
1 Echantillon biologique (hydrolyse alcaline ou 
absence d ' hydrolyse) , la methode de 1' invention peut 
mesurer exclusivement la pyridinoline glycosylee 
libre, ou alternativement la pyridinoline glycosylee 
totale . 
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Les methodes selon 1- invention decrites dans la 
suite du texte peuvent etre des techniques qualitatives 
ou quantitatives ou a la fois quantitatives et 
qualitatives. Ainsi, les methodes decrites dans la 
suite du texte ou l'on mesure une variation de la 
quantite d ' un marqueur specif ique peuvent etre des 
methodes quantitatives. Les methodes decrites dans la 
suite du texte ou l'on detecte la presence d'un 
marqueur specifique peuvent etre des methodes 
qualitatives . 

De maniere generale, 1' invention concerne une 
methode pour le suivi de la ^arariafinn du -n a ^ — 
synovial chez un individu. La degradation du collagene 
synovial peut §tre normale (c'est a dire non 
pathologique, dans le cadre du turnover synovial 
normal) ou pathologique . Les methodes de 1' invention 
s'appliquent de facon particulierement avantageuse dans 
le suivi, le diagnostic et le pronostic de pathologies 
synoviales ainsi que dans 1" evaluation de l'efficacite 
de traitements therapeutiques . 

Selon un premier aspect, 1 ' invention concerne une 
methode pour le diagnostic ou le suivi de 1' evolution 
d'une pathologie synoviale caracterisee par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur specifique 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant 1 ' absence de la 
pathologie ou representant un stade predetermine 
de la pathologie, le niveau du marqueur par 
rapport au niveau de reference indiquant la 
presence ou 1- evolution de la pathologie 
synoviale . 



9 



Une methode selon cet aspect de 1' invention 
permet de determiner une evolution positive ou negative 
dans une pathologie synoviale ainsi que de detecter la 
survenue ou la fin d'une telle pathologie. 

L'individu prefere selon le premier aspect de 
1 1 invention est atteint de pathologie synoviale ou 
susceptible d'etre atteint de pathologie synoviale, 
c'est a dire presentant ou non des symptomes d'une 
pathologie synoviale. 

Le marqueur specifique de pathologie synoviale 
prefere est la pyridinoline glycosylee et plus 
particulidrement la pyridinoline diglycosylee. 

Dans 1 ' application diagnostic de la methode selon 
le premier aspect de 1' invention, le niveau de 
reference representant 1 ' absence de la pathologie ou 
representant un stade predetermine de la pathologie, 
peut etre choisi en fonction de la valeur moyenne ou de 
la valeur maximale mesuree pour le marqueur specifique 
dans un echantillon d'individus qui ne sont pas 
atteints d'une pathologie. 

Le choix du niveau de reference pour 
1 'application diagnostic de la methode selon le premier 
aspect de 1' invention peut etre determine par l'homme 
du metier en fonction du marqueur specifique de 
pathologie synoviale choisi ainsi que de la technique 
utilisee pour mesurer le marqueur specifique de 
pathologie synoviale. 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite 1 ' etat pathologique de 1 ■ etat 
non pathologique peut etre compris dans l'intervalle de 
valeurs comprises entre environ 5 (nmoles/mmoles 
Creatinine) et environ 9 (nmoles/mmoles Creatinine) . 

Dans 1 ' application de la methode de suivi de 
1' evolution d'une pathologie synoviale selon le premier 
aspect de 1' invention, le niveau de reference peut 
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correspondre a la limite entre l'etat non pathologique 
et l'etat pathologique pour une pathologie synoviale ou 
a la limite entre deux stades distincts de Involution 
de la pathologie synoviale. Deux stades distincts de 
l'evolution d'une pathologie synoviale peuvent etre le 
stade non-destructeur et le stade destructeur. 

La limite entre deux stades distincts de 
l'evolution d'une pathologie synoviale peut etre 
choisie dans l'intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
plus trois ecart-types mesures dans un echantillon 
controle representatif d ' individus non pat ho 1 og i que s 
qui ne sont pas atteints de pathologie synoviale. 

La limite entre deux stades distincts de 
l'evolution d'une pathologie synoviale peut etre 
choisie dans l'intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
plus trois ecart-types mesures dans un echantillon 
representatif d ' individus qui sont au stade le moins 
avance parmi les deux stades distincts de l'evolution 
d'une pathologie synoviale. 

Le niveau de reference du marqueur specif ique 
peut etre le niveau mesure anterieurement chez le m§me 
individu . 

Le choix du niveau de reference pour le suivi de 
l'evolution d'une pathologie synoviale selon le premier 
aspect de 1' invention peut etre determine par l'homme 
du metier en fonction du marqueur specifique de 
pathologie synoviale choisi et de la technique utilisee 
pour mesurer ledit marqueur specifique. 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite deux stades distincts de la 
pathologie et notamment la stade non destructeur du 
stade destructeur peut etre compris dans l'intervalle 
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de valeurs comprises entre environ 5 (nmol/mmol 
Creatinine) et environ 9 (nmol/mmol Creatinine). 

L' invention concerne aussi un kit pour le 
diagnostic ou le suivi de 1 'evolution d'une pathologie 
synoviale caracterise en ce qu'il comprend au moins un 
moyen pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale et une mention du niveau de reference 
representant 1' absence de la pathologie ou representant 
un stade predetermine de la pathologie. 

Selon une variante preferee de 1' invention la 
pathologie synoviale est une pathologie 

osteoarticulaire. Selon ce second aspect, 1 ' invention 
concerne une methode pour le suivi de 1 'evolution d'une 
pathologie osteoarticulaire caracterisee par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu, avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique ; 

iv) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant un stade 
predetermine de la pathologie, le niveau du 
marqueur par rapport au niveau de reference 
indiquant 1' evolution de la pathologie 
osteoarticulaire . 
Une methode selon le second aspect de 1 1 invention 
permet de determiner une evolution positive ou negative 
dans une pathologie osteoarticulaire ainsi que de 
detecter la survenue ou la fin d'une telle pathologie. 

De preference selon cet aspect, 1 ' individu est 
deja atteint d'une pathologie osteoarticulaire. 

L' invention concerne aussi un kit pour le suivi 
de 1' evolution d'une pathologie osteoarticulaire 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un moyen pour 
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mesurer un marqueur specifique de pathologie synoviale 
et une mention du niveau de reference representant 
1' absence, de la pathologie ou representant un stade 
predetermine de la pathologie. 

Selon cette variante, le marqueur specifique de 
pathologie synoviale prefere est aussi la pyridinoline 
glycosylee et plus particulierement la pyridinoline 
diglycosylee . 

Le niveau de reference, pour la methode et le kit 
selon le second aspect de 1- invention, peut 
correspondre a la limite entre l'etat non pathologique 
et l'etat pathologique ou a la limite entre deux stades 
distincts de 1' evolution de la pathologie. Deux stades 
distincts de 1' evolution d'une pathologie 

osteoarticulaire peuvent etre le stade non-destructeur 
et le stade destructeur. 

La limite entre le stade pathologique et le stade 
non pathologique d'une pathologie osteoarticulaire peut 
etre choisie dans 1 • intervalle de valeurs comprises 
entre la valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur 
moyenne plus trois ecart-types mesures dans un 
echantillon controle representatif d'individus non 
pathologiques ou qui ne sont pas atteints de pathologie 
osteoarticulaire . 

La limite entre deux stades distincts de 
1 'evolution d'une pathologie osteoarticulaire peut §tre 
choisie dans 1' intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
plus trois ecart-types mesures dans un echantillon 
controle representatif d'individus non pathologiques ou 
qui ne sont pas atteints de pathologie 
osteoarticulaire . 

La limite entre deux stades distincts de 
1' evolution d'une pathologie osteoarticulaire peut §tre 
choisie dans 1' intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
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on 



plus trois ecart-types mesures dans un echantill 
representatif d'individus qui sont au stade le moins 
avance parmi les deux stades distincts de Involution 
d'une pathologie osteoarticulaire. 

Le niveau de reference, pour la methode et le kit 
selon le second aspect de 1' invention, peut etre le 
niveau mesure anterieurement chez le meme individu. 

Le choix du niveau de reference, pour la methode 
est le kit selon le second aspect de 1» invention, peut 
etre determine par l'homme du metier en fonction du 
marqueur specifique de pathologie synoviale choisi et 
de la technique utilisee pour mesurer ledit marqueur 
specifique . 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite 1 ' etat non pathologique de 
l'etat pathologique peut etre compris entre environ 
5 (nmol/mmol Creatinine) et environ 9 (nmol/mmol 
Creatinine. 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite deux stades distincts de 
1' evolution d'une pathologie osteoarticulaire peut etre 
compris entre environ 5 (nmol/mmol Creatinine) et 
environ 9 (nmol/mmol Creatinine). 

Selon un troisieme aspect, 1' invention concerne 
une methode pour la determination du pronostic 
d' evolution vers une pathologie osteoarticulaire ou 
vers un stade de pathologie osteoarticulaire. En effet, 
les inventeurs ont constate que le niveau d'un marqueur 
specifique de degradation synoviale par exemple la 
pyridinoline diglycosylee chez un individu peut 
indiquer par rapport a un niveau de reference 
predetermine, le risque que comporte cet individu de 
developper ulterieurement une pathologie 
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osteoarticulaire ou d'atteindre un degre de severite 
donne. Cette methode se caracterise par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique ; 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference et la deduction d'un 
prbnostic d' evolution vers une pathologie 
osteoarticulaire ou vers un stade de pathologie 
osteoarticulaire . 

Un individu prefere selon le troisieme aspect de 
1' invention est atteint de pathologie osteoarticulaire 
ou susceptible d'etre atteint de pathologie 
osteoarticulaire . 

Pour cet aspect de 1' invention, le marqueur 
specifique de pathologie synoviale prefere est la 
pyridinoline glycosylee et plus particulierement la 
pyridinoline diglycosylee . 

L' invention concerne aussi un kit de diagnostic 
pour la determination d'un pronostic d' evolution vers 
une pathologie osteoarticulaire ou vers un stade de 
pathologie osteoarticulaire, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un moyen pour mesurer un marqueur 
specifique de pathologie synoviale et une mention du 
niveau de reference representant un pronostic. 

Une methode ou un kit selon le troisieme aspect 
de 1' invention permet de donner un pronostic 
d' evolution vers une pathologie osteoarticulaire pour 
un individu qui ne presente pas de pathologie 
osteoarticulaire ou vers un stade de pathologie 
osteoarticulaire, notamment le stade destructeur, pour 
un individu qui est au stade non destructeur de 
pathologie osteoarticulaire. 
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Le pronostic determinable par une methode ou un 
kit selon le troisieme aspect de 1 • invention peut 
notamment couvrir une periode de 1 , 2 , 3 , 4 ou 5 ans . 

Le niveau de reference pour une methode ou un kit 
selon le troisieme aspect de 1' invention peut etre 
determine par une etude de suivi longitudinal d'un 
echantillon d'individus a risque pour une pathologie 
osteoarticulaire ou d'individus a un stade non 
destructeur de pathologie osteoarticulaire. Le niveau 
de, reference de la methode decrite ci-dessus peut aussi 
etre determine par 1' analyse d ' echanti lions existants 
extraits a differents temps pour un meme individu. 

Selon un quatrieme aspect, 1 • invention concerne 
une methode pour la determination de l'efficacite d'un 
medicament administre a un" individu pour le traitement 
d'une pathologie osteoarticulaire caracterise par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu sous 
traitement, avec un moyen pour mesurer un marqueur 
specifique de pathologie synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique : 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant un stade 
predetermine de la pathologie, le niveau du 
marqueur par rapport au niveau de reference 
indiquant 1' evolution de la pathologie synoviale, 
et ainsi le degre d'efficacite du traitement 

Un individu selon le quatrieme aspect de 
1' invention est de preference un animal utilise comme 
modele pour 1 ' etude preclinique de l'efficacite de 
traitement d'une pathologie osteoarticulaire donnee, ou 
peut etre un etre humain dont le traitement est suivi. 

L' invention concerne aussi un kit pour la 
determination de l'efficacite d'un medicament 
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administre a un individu pour le traitement d'une 
pathologie osteoarticulaire, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un moyen pour mesurer un marqueur 
specifique de pathologie synoviale et une mention du 
niveau de reference representant un niveau d'efficacite 
du medicament. 

Pour le quatrieme aspect de 1' invention, le 
marqueur specifique de pathologie synoviale prefere est 
la pyridinoline glycosylee et plus particulierement la 
pyridinoline diglycosylee . 

Le traitement peut etre curat if ou 
prophylactique . 

Le niveau de reference selon le quatrieme aspect 
de 1' invention peut etre le niveau mesure 
anterieurement chez le mime individu. Le niveau mesure 
anterieurement est pref erentiellement mesure avant le 
debut du traitement curatif ou prophylactique d'une 
pathologie osteoarticulaire ou avant 1 • administration 
du medicament destine au traitement d'une pathologie 
osteoarticulaire . 

Le niveau de reference selon le quatrieme aspect 
de 1- invention peut correspondre a la limite entre 
l'etat non pathologique et 1 • etat pathologique pour une 
pathologie osteoarticulaire ou a la limite entre deux 
stades distincts de 1' evolution de la pathologie 
osteoarticulaire. Deux stades distincts de Involution 
d'une pathologie osteoarticulaire peuvent etre le stade 
non-destructeur et le stade destructeur. 

La limite entre le stade pathologique et le stade 
non pathologique pour une pathologie osteoarticulaire 
peut §tre choisie dans 1 • intervalle de valeurs 
comprises entre la valeur moyenne plus un ecart-type et 
la valeur moyenne plus trois ecart- types mesures dans 
un echantillon controle representatif d'individus non 
pathologiques ou qui ne sont pas atteints de pathologie 
osteoarticulaire . 
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La limite entre deux stades distincts de 
1' evolution d'une pathologie osteoarticulaire peut etre 
choisie dans 1 1 intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
plus trois ecart-types mesures dans un echantillon 
controle representatif d'individus non pathologiques ou 
qui ne sont pas atteints de pathologie 
osteoarticulaire . 

La limite entre deux stades distincts de 
1» evolution d'une pathologie osteoarticulaire peut etre 
choisie dans 1" intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
plus trois ecart-types mesures dans un echantillon 
representatif d'individus qui sont au stade le moins 
avance parmi les deux stades distincts de 1' evolution 
d'une pathologie osteoarticulaire. 

Le choix du niveau de reference selon le 
quatrieme aspect de 1' invention peut etre determine par 
l'homme du metier en fonction du marqueur specif ique de 
pathologie synoviale choisi et de la technique utilisee 
pour mesurer ledit marqueur specif ique. 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite l'etat non pathologique de 
l'etat pathologique pour une pathologie 

osteoarticulaire peut etre compris entre environ 5 
(nmol/mmol Creatinine) et environ 9 (nmol/mmol 
Creatinine) . 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est 1'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite deux stades distincts de 
Involution d'une pathologie osteoarticulaire peut etre 
compris entre environ 5 (nmol/mmol Creatinine) et 
environ 9 (nmol/mmol Creatinine). 

L'efficacite du traitement curatif ou 
prophylactique deduite de la methode ou du kit selon le 
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quatrieme aspect de 1 ' invention peut etre positive, 
nulle ou negative. 

Si on deduit de la comparaison du niveau du 
marqueur mesure avec un niveau de reference une 
tendance a 1 1 amelioration de 1 ' etat de 1 » individu 
etudie, on peut alors conclure que le traitement 
curatif ou prophylactique utilise pour cet individu 
presente au moins un debut d « eff icacite . L'ecart entre 
le niveau du marqueur mesure chez 1 1 individu et le 
niveau de reference permet d'apprecier de maniere 
quantitative ou qualitative le niveau d'eff icacite du 
traitement curatif ou prophylactique teste. 

L'eff icacite d'un traitement curatif (cure) ou 
prophylactique (prevention) d ' une pathologie 

osteoarticulaire peut ainsi etre correlee a une mesure 
de la variation de la quantite d'un marqueur specif ique 
de pathologie synoviale. 

Selon un cinquieme aspect, 1« invention concerne 
une methode de determination de la toxicite associee a 
une pathologie osteoarticulaire ou synoviale d f un 
medicament destine au traitement d'une pathologie. En 
effet, certains medicaments peuvent provoquer des 
effets secondaires au niveau synovial et notamment 
peuvent conduire a une degradation du collagene 
synovial. Selon cet aspect de 1' invention, la methode 
est caracterisee par: 

i) La mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale, 

ii) la mesure du niveau de ce marqueur specifique, 

iii) la comparaison du niveau de ce marqueur avec un 
niveau de reference representant la presence ou un 
stade predetermine de la pathologie, le niveau du 
marqueur par rapport au niveau de reference 
indiquant le degre de la pathologie et ainsi le 
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degre de la toxicite associee a une pathologie 
synoviale ou osteoarticulaire. 
L' invention concerne aussi un kit de diagnostic 
pour la determination de la toxicite d'un medicament 
destine au traitement d'une pathologie, caracterise en 
ce qu'il comprend au moins un moyen pour mesurer un 
marqueur specifique de pathologie synoviale et une 
mention du niveau de reference representant un niveau 
de toxicite du medicament. 

Par medicament, on entend notamment toute 
composition pharmaceutique dont la toxicite sur 
l'individu est susceptible d'etre associee ou de 
s'exprimer par une pathologie synoviale ou une 
pathologie osteoarticulaire. 

Le niveau de reference selon le cinguieme aspect 
de 1' invention peut correspondre a la limite entre 
l'etat non pathologique et 1 ■ etat pathologigue pour une 
pathologie osteoarticulaire ou a la limite entre deux 
stades distincts de Involution de la pathologie 
osteoarticulaire. Deux stades distincts de 1' evolution 
d'une pathologie osteoarticulaire peuvent etre le stade 
non-destructeur et le stade destructeur. 

La limite entre le stade pathologigue et le stade 
non pathologigue pour une pathologie osteoarticulaire 
peut etre choisie dans 1 • intervalle de valeurs 
comprises entre la valeur moyenne plus un ecart-type et 
la valeur moyenne plus trois ecart- types mesures dans 
un echantillon controle representatif d'individus non 
pathologigues ou gui ne sont pas atteints de pathologie 
osteoarticulaire . 

La limite entre deux stades distincts de 
1' evolution d'une pathologie osteoarticulaire peut etre 
choisie dans 1' intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
plus trois ecart-types mesures dans un echantillon 
controle representatif d'individus non pathologigues ou 
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qui ne sont pas atteints de pathologie 
osteoarticulaire . 

La limite entre deux stades distincts de 
1' evolution d'une pathologie osteoarticulaire peut etre 
choisie dans l'intervalle de valeurs comprises entre la 
valeur moyenne plus un ecart-type et la valeur moyenne 
plus trois ecart- types mesures dans un echantillon 
representatif d'individus qui sont au stade le moins 
avance parmi les deux stades distincts de Involution 
d'une pathologie osteoarticulaire. 

Le niveau de reference selon le cinquieme aspect 
de 1« invention peut etre le niveau mesure 
anterieurement chez le meme individu. Le niveau mesure 
anterieurement est pref erentiellement mesure avant le 
debut du traitement curatif ou prophylactique ou avant 
1 ' administration du medicament. 

Le choix du niveau de reference selon le 
cinquieme aspect de 1 1 invention peut etre determine par 
l'homme du metier en fonction du marqueur specif ique de 
pathologie synoviale choisi et de la technique utilisee 
pour mesurer ledit marqueur specif ique. 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite l'etat non pathologique de 
l'etat pathologique pour une pathologie 

osteoarticulaire peut etre compris entre environ 5 
(nmol/mmol Creatinine) et environ 9 (nmol/mmol 
Creatinine) . 

Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite deux stades distincts de 
devolution d'une pathologie osteoarticulaire peut etre 
compris entre environ 5 (nmol/mmol Creatinine) et 
environ 9 (nmol/mmol Creatinine) . 
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La toxicite du traitement curatif ou 
prophylactique deduite de la methode selon le cinquieme 
aspect de 1' invention peut exister ou etre nulle. 

Si on deduit de la comparaison du niveau du 
marqueur mesure avec un niveau de reference une 
apparition de pathologie synoviale ou osteoarticulaire, 
on peut alors conclure que le traitement curatif ou 
prophylactique utilise pour cet individu presente au 
moins un debut de toxicite. L • ecart entre le niveau du 
marqueur mesure chez 1 ' individu et le niveau de 
reference permet d'apprecier de maniere quantitative ou 
qualitative le niveau de toxicite du traitement curatif 
ou prophylactique teste. 

En effet, certains traitements ou medicaments ont 
pour effet toxique une pathologie synoviale ou une 
pathologie osteoarticulaire. La detection de telles 
pathologies permet done de detecter la toxicite d'un 
traitement ou d'un medicament. 

Selon un sixieme aspect, 1' invention concerne une 
methode pour la diagnostic precoce d'une pathologie 
osteoarticulaire caracterise par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu, avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique : 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant la presence de la 
pathologie, le niveau du marqueur par rapport au 
niveau de reference indiquant la presence actuelle 
ou potentielle de la pathologie synoviale. 

Le tissu synovial etant 1 ' un des premiers 
atteints dans une pathologie osteoarticulaire par 
exemple la polyarthrite rhumatoide, une methode selon 
le sixieme aspect de 1' invention constitue un moyen de 
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deceler de maniere precoce, pre-symptomatique ou avant 
la phase destructrice la survenue d 1 une pathologie 
ostebarticulaire . 

L' invention concerne aussi un kit pour le 
diagnostic precoce d'une pathologie synoviale 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un moyen pour 
mesurer un marqueur specif ique de pathologie synoviale 
et une mention du niveau de reference represent ant 
1' absence de la pathologie. 

Un individu prefere selon un sixieme aspect de 
1' invention est atteint de pathologie osteoarticulaire 
ou susceptible d'etre atteint de pathologie 
osteoarticulaire . 

Selon ce sixieme aspect de 1' invention, le 
marqueur specifique de pathologie synoviale prefere est 
la pyridinoline glycosylee et plus particulierement la 
pyridinoline diglycosylee . 

Le niveau de reference selon le sixieme aspect de 
1' invention peut correspondre a la limite entre 1 1 etat 
non pathologique et 1 ' etat pathologique pour une 
pathologie osteoarticulaire. 

La limite entre le stade pathologique et le stade 
non pathologique pour une pathologie osteoarticulaire 
peut etre choisie dans 1 • intervalle de valeurs 
comprises entre la valeur moyenne plus un ecart-type et 
la valeur moyenne plus trois ecart- types mesures dans 
un echantillon controle representatif d ' individus non 
pathologiques ou qui ne sont pas atteints de pathologie 
osteoarticulaire . 

Le choix du niveau de reference selon le sixieme 
aspect de 1' invention peut etre determine par l'homme 
du metier en fonction du marqueur specifique de 
pathologie synoviale choisi ainsi que de la technique 
utilisee pour mesurer le marqueur specifique de 
pathologie synoviale. 
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Si le marqueur choisi est la pyridinoline 
diglycosylee et la technique est l'HPLC, le niveau de 
reference qui delimite l'etat non pathologique de 
1 ' etat pathologique pour une pathologie 

osteoarticulaire peut etre compris entre environ 
5 (nmol/mmol Creatinine) et environ 9 (nmol/mmol 
Creatinine . 

Dans toutes les methodes ou kits selon 
1' invention, la mesure du niveau du marqueur specif ique 
de pathologie synoviale peut etre effectuee par une 
technique immunologique , par immuno-dosage, par 
fluorescence, par spectroscopie aux ultraviolets ou 
encore par detection electrochimique . 

Par technique immunologique ou immuno-dosage , on 
peut entendre une technique utilisant des anticorps 
specifiques monoclonaux ou polyclonaux, une technique 
ELISA, une technique immuno-enzymatique , une technique 
d 1 immunofluorescence, une technique radio- 

immunologique, une technique electrochemo- immunologique 
ou une technique chemo- immunologique . 

Par technique immunologique ou immuno-dosage, on 
peut entendre l'une quelconque des techniques decrites 
dans l'ouvrage suivant : Diamandis et Cristopoulos , 
Immunoassay, Academic Press, San Diego, 1996, notamment 
les pages 579 et suivantes . 

De preference, la mesure du niveau du marqueur 
specif ique est realisee a partir d'un echantillon 
biologique qui n'a subit aucune hydrolyse acide ou 
alcaline prealable, particulierement lorsqu'il s'agit 
d ' urine . 

Le marqueur specifique de pathologie synoviale 
prefere est la pyridinoline glycosylee et plus 
particulierement la pyridinoline diglycosylee. 

De preference, la pyridinoline glycosylee ou la 
pyridinoline diglycosylee est liee a un ou plusieurs 
peptides specifiques du collagene synovial, du 
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collagene de type I, du collagene de type m, du 
collagene de type iv, du collagene de type V, du 
collagene. de type VI, du collagene de type I et III ou 
d'un melange de collagenes choisis parmi les types I 
III, IV, V et VI. 

La forme di-glycosylee de la pyridinoline est 
avantageusement purifiee et caracterisee selon le 
precede decrit dans l'exemple 3 de la presente demande . 

La glucosyl -galactosyl pyridinoline isolee ou 
sous forme purifiee peut etre utilisee pour produire 
des anticorps chez un individu. 

Un moyen pour mesurer un raaroueur sn^ifim,,, d<a 
pathologie synoviale est de preference un anticorps 
capable de reconnaitre de maniere specifique un 
marqueur specifique de pathologie synoviale et 
notamment la glucosyl -galactosyl pyridinoline. 

L' invention concerne aussi un anticorps capable 
de reconnaitre de maniere specifique la glucosyl- 
galactosyl -pyridinoline . 

Par « reconnaitre de maniere specifique la 
glucosyl -galactosyl -pyridinoline », on peut entendre la 
capacite a distinguer la glucosyl -galactosyl 
pyridinoline des autres derives de la pyridinoline qui 
ne comprennent pas la partie disaccharidique ou la 
partie glucosyl -galactosyl de la glucosyl -galactosyl - 
pyridinoline. De preference l es anticorps de 
1' invention ne presented pas de reactivite croisee 
avec des derives de la pyridinoline autre que le derive 
diglycosyle . 

Les anticorps de 1' invention peuvent §tre 
monoclonaux ou polyclonaux et reconnaissent de 
preference un ou plusieurs epitopes uniques a la forme 
diglycosylee de la pyridinoline. II peu t s • agir de 
pyridinoline diglycosylee libre (sans peptide) ou 
pyridinoline diglycosylee liee a des residus 
peptidiques, ou les deux formes. 



25 

L 1 invention concerne les anticorps produits ou 
susceptibles d'etre produits a partir de la glucosyl - 
galactosyl -pyridinoline isolee ou sous forme purifiee 
et notamment a partir de la glucosyl -galactosyl - 
pyridinoline isolee selon 1' invention. 

Les anticorps selon 1 ' invention definis ci-dessus 
constituent des moyens preferes pour mesurer un 
marqueur specif igue de pathologie synoviale. 

Les anticorps selon 1 1 invention definis ci-dessus 
peuvent etre obtenus par toute technique connue a ce 
jour permettant d'obtenir un anticorps a partir d'un 
marqueur specifique de pathologie synoviale et 
notamment de la glucosyl -galactosyl pyridinoline. 

L f obtention d ! un anticorps specifique de la 
glucosyl -galactosyl pyridinoline peut necessiter que 
ledit antigene soit dans une premiere etape extrait et 
purifie a partir d 1 urine par exemple. Une telle 
extraction ou purification peut etre realisee de 
maniere avantageuse par la technique decrite dans 
1' exemple 3 de la presente demande . 

Legende des figures ; 
Figure 1 : 

Representation schematique des molecules de 
pyridinoline permettant le pontage du collagene. 

Figure 2 : 

Forme hydroxy- et deoxy- de la pyridinoline : 

a) Pyridinoline (Pyr) et 

b) b) Deoxypyridinoline (D-Pyr) 

Formes glycosylees de la pyridinoline (Pyr) : 

c) galactosyl -pyridinoline (Pyr-Gal) et 

d) glucosyl -galactosyl pyridinoline (Pyr-Gal -Glc) . 
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Figure 3 ; 

Profils de chromatographie de tissu synovial humain 
(a) et (c) et de tissu osseux humain (b) et (d) 
traites par hydrolyse alcaline. Pour les profils (c) 
et (d) , du standard Pyr-gal-glc purifie a partir 
d 1 urine a ete ajoute aux echantillons tissulaires 
utilises pour les profils de chromatographie (a) 
et (b) . 

Pyr et D-Pyr represent ent les formes hydroxy- et 
deoxy- de la pyridinoline non glycosylee 
respect ivement . 

Le compose X present dans le tissu synovial ma is pas 
dans le tissu osseux co-migre avec du standard Pyr- 
Gal-Glc purifie a partir d 1 urine. 

Le compose Y present dans 1 1 os et en quantite tres 
faible dans le tissu synovial ne co-migre pas avec 
du standard Pyr-Gal-Glc purifie a partir d' urine. 

Figure 4 : 

Profils de chromatographie obtenus a partir de tissu 
synovial humain (a), de cartilage humain (b) et d'os 
humain (c) hydrolyses par NaOH 2M pendant 15 heures . 
Les composes X et Y se transforment en Pyr apres 
hydrolyse acide et le compose X co-migre avec du 
standard de Pyr-gal-glc purifie a partir d 1 urine, 
(d) correspond au profil de chromatographie d'une 
urine . 

Pyr et D-Pyr representent les formes hydroxy- et 
deoxy- de la pyridinoline non glycosylee 
respect ivement . 

Le compose X present dans le tissu synovial mais pas 
dans le tissu osseux co-migre avec du standard Pyr- 
Gal-Glc purifie a partir d 1 urine. 
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Le compose Y present dans l'os et en quantite tres 
faible dans le tissu synovial ne co-migre pas avec 
du standard Pyr-Gal-Glc purifie a partir d ' urine . 

Figure 5 ; 



Pourcentage mesure par HPLC sur colonne en phase 
inverse de Pyr-gal-glc / Pyr libre present dans le 
tissu synovial, l'os et le cartilage humains apres 
hydrolyse par NaOH 2M pendant des temps variant de 5 
a 20 heures. 

Le symbole « - » signifie non-detectable. 
Figure 6 ; 



Pourcentage mesure par HPLC sur colonne en phase 
inverse de Pyr-gal/ Pyr libre present dans l'os, le 
cartilage et le tissu synovial humains apres 
hydrolyse par NaOH 2M pendant des temps variant de 5 
a 2 0 heures. 

Le symbole « - » signifie non-detectable. 
Figure 7 ; 

Profils de chromatographie de (a) surnageant de 
culture de synoviale, (b) surnageant de culture 
d'os, (c) surnageant de culture de cartilage, (d) 
surnageant de culture de synoviale supplements en 
standard Pyr-gal-glc, Pyr et D-pyr, (e) surnageant 
de culture d'os supplement^ en standard Pyr-gal-glc, 
Pyr et DPyr, (f) surnageant de culture de cartilage 
supplements en standard Pyr-gal-glc, Pyr et DPyr. Le 
compose X du surnageant de culture de synoviale co- 
migre avec du standard Pyr-gal-glc purifie a partir 
d' urine et se transforme en Pyr apres hydrolyse 
acide. 




Figure 8 ; 

Excretion urinaire des pyridinolines totales (formes 
libres et peptidiques) et des formes de pyridinoline 
libres chez des adultes normaux et chez des patients 
atteints de polyarthrite rhumatoide ou de la maladie 
de Paget . 

« Pyr totale » signifie pyridinoline totale ou 
deoxypyridinoline totale. 

« Pyr libre » signifie pyridinoline libre ou 
deoxypyr idinol ine 1 ibre . 

Figure 9 s 

Pourcentage d 1 augmentation de 1' excretion urinaire 
des different s marqueurs dans la polyarthrite 
rhumatoide (PR) et la maladie de Paget (Paget) par 
comparaison a un groupe temoin (voir figure 8) . 
« PyrGG » signifie Pyr-Gal-Glc ou pyridinoline 
diglycosylee . 

Figure 10 ; 

Correlation lineaire entre un marqueur specifique du 
cartilage (CartiLaps) et la pyridinoline 

diglycosylee (PyrGG) . 



Figure 11 ; 

Comparaison de la quantite de pyridinoline 

diglycosylee (Pyr-Gal-Glc) mesuree chez des 

individus. normaux ou des patients atteints de 

polyarthrite rhumatoide (PR) a un stade destructeur 

(AR destructrice) ou non destructeur (PR non 
destructrice) . 

Figure 12 ; 

Correlation entre 1' excretion urinaire de Pyr-gal- 
glc, les indices algof onctionnels de Lequesne et 
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Womac et 1 ' interligne articulaire (espace tibio- 
femoral) chez 50 patients avec gonarthrose . 

Exemples 

Exemple 1 : etude du type de glycosylatlon des 
pyrldinollnes dans le tissu osseux, cartilaglneux et 
synovial . 

Methode : 

Les tissus humains proviennent de prelevement 
d'os, de cartilage et de synoviale recueillis au cours 
d' interventions chirurgicales pour la mise en place de 
prothese de hanche . Les echantillons tissulaires sont 
finement broyes dans 1" azote liquide puis repartis en 
aliquot es de 10 mg et hydrolyses par NaOH 2M a 110°C. 
Les temps d'hydrolyse varient entre 5 et 24 heures . 
Contrairement a l'hydrolyse acide qui libere les sucres 
lies aux pyridinolines , l'hydrolyse alcaline permet de 
liberer les molecules de pyridinolines du collagene 
sans oter les residus galactose et glucose 
eventuellement presents. Apres hydrolyse alcaline, les 
pyridinolines libres sont extraites par chromatographie 
de partition sur colonne de cellulose. La separation et 
la quantification des differentes formes de 
pyridinolines glycosylees s'effectuent par HPLC sur 
colonne en phase inverse ultrasphere ODS Beckman (5mm, 
25 cm X 4,6 mm) a un debit de 1 ml /minute par une 
solution a 6% d - acetonitrile et 0.15% d' acide 
heptafluorobutyrique. Elles sont detectees grace a 
leurs fluorescences naturelles a des longueurs d'onde 
d' excitation et d' emission respectives de 2 97 nm et 3 95 
nm. 
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Resultats ; 

Sur les profils chromatographiques obtenus a 
partir des hydolysats alcalins de synoviale (figure 3a) 
et d'os (figure 3b) nous avons pu mettre en evidence la 
presence de deux composes fluorescents appeles X et Y 
qui eluent avant la pyridinoline libre non glycosylee 
(Pyr) . Apres cpllecte et hydrolyse acide nous avons pu 
montrer que ces deux composes se transf ormaient en 
pyridinoline libre non glycosylee. Le compose X, 
present dans les hydrolysats de tissu synovial et 
absent des hydrolysats de tissu osseux et co-migre avec 
du standard de glucosyl -galactosyl pyridinoline (Pyr- 
gal-glc) purifie a partir d ! urine (figure 3c) . Le 
compose Y, present essentiellement dans les hydrolysats 
de tissu osseux et elue juste apres le standard de Pyr- 
gal -gLc (figure 3d) , correspond a la forme 
monoglycosylee de la pyridinoline (Pyr-gal) . Le 
cartilage contient peu de pyridinoline 

glycosylee (figure 4b). En effet apres 10 heures 
d' hydrolyse Pyr-gal -glc ne represente que 2% de la Pyr 
libre (Figure 5) . Le tissu synovial contient 
essentiellement de la Pyr-gal-glc. Elle represente 
apres 10 heures d' hydrolyse 75% de la Pyr libre (Figure 
5) . Le tissu osseux contient essentiellement de la Pyr- 
gal . Elle represente apres 10 heures d'hydrolyse 39% de 
la Pyr libre (Figure 6) . II faut noter egalement que le 
% de pyridinolines glycosylees diminue plus l 1 hydrolyse 
alcaline est prolongee. Ceci est probablement lie au 
fait que les glycosylations des pyridinolines sont en 
partie labiles a 1' hydrolyse alcaline. Ces experiences 
indiquent que le type de glycosylation des molecules de 
pyridinoline est different entre l'os, la synoviale et 
le cartilage. Dans la synoviale la glycosylation est de 
type gal-glc, celle de 1 1 os est de type gal et le 
cartilage parait tres peu glycosyle. 
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Exemple 2 : etude du type de glycosylate des 
pyrldlnollnes dans un modele de culture ex- vivo 
d'explants tissulalres humalns 

Methodes ; 

Les prelevements de tissu osseux, de cartilage et 
de synoviale, recueillis sterilement au cours des 
interventions chirurgicales sont places dans des pots 
steriles contenant du tampon PBS (Phosphate Buffer 
Saline) contenant 100 U / ml de penicilline et 10 ng / 
ml de streptomycine (Gibco, Eragny, France), puis 
transports rapidement au laboratoire. Les trois types 
de tissu sont alors separes les uns des autres, puis 
coupes en cubes d- environ 5 mm de c6te (environ 
125 mm3) pour la synoviale et l'os, et en lamelles 
d- environ 5 mm de cote et 1 mm d'epaisseur (environ 
2 5 mm3) pour le cartilage. Les fragments sont alors 
places dans des plaques a six puits (Falcon, CLV, 
Villeurbanne, France) contenant 5 ml de milieu de 
culture RPMI 1640 (Gibco, Eragny, France) supplement^ 
avec 2% de serum de veau foetal (SVF) (Techgen, Les 
Ullis, France), 2 mM de glutamine (Gibco, Eragny, 
France) , 2 0 mM de tampon Hepes (Gibco, Eragny, France) ,' 
100 U / ml de penicilline et 10 ng / ml de 
streptomycine (Techgen, Les Ullis, France) . De 
L'interleukine 1 (IL-1) (Bachem, Bale Biochimie SARL, 
Voisins-le-Bretonneux, France) est ajoutee des le 
premier jour aux cultures d'explants d'os et de 
synoviale a la concentration de 1 ng/ml de milieu de 
culture et du plasminogen a la concentration 5 mM est 
ajoute en plus de l'IL-1 au culture de cartilage afin 
d'activer le processus de degradation tissulaire. Les 
boites sont incubees a 37° C, sous 95% d'humidite et 5% 
de CQ2 pendant sept jours. 



32 



Apres 7 jours de culture, les surnageants sont filtres 
(Centrisart Cut-Off 5000, Sartorius) puis analyses par 
HPLC selon la technique decrite dans l'exemple 1. 

Resultats : 

Sur les profils de chromatographie obtenus a 
partir des surnageants de culture de tissu synovial 
(figure 7a) nous avons pu mettre en evidence la 
presence d'un compose fluorescent appele X qui elue 
avant la pyridinoline libre non glycosylee et co-migre 
avec du standard de Pyr-gal-glc purifie a partir 

^ \ j- -u^ i / . jr-L^su. ^ o o. j-cw uc: cu i.i_y uiy&c ctu; J_ 

nous avons pu montrer que ce compose se transformait en 
pyridinoline libre non glycosylee. Ce compose X present 
dans les surnageants de culture de tissu synovial est 
absent des surnageants de culture de tissu osseux 
(figure 7b et 7e) . Un compose co-migrant avec le 
standard de Pyr-gal-glc est retrouve seulement sous 
forme de trace dans les surnageants de cartilage 
(figure 7c et 7f) . Les trop faibles quantites n'ont pas 
permis de verifier ou de deceler s f il s f agissait bien 
d'une forme de la pyridinoline. 

Ces experiences confirment les resultats deja obtenus 
avec l'hydrolyse alcaline des tissus dans l'exemple 1. 

Exemple 3 : Purification de la forme di-glycosylee de 
la pyridinoline 

La forme diglycosylee (Pyr-gal-glc) de la 
pyridinoline a ete retrouvee en quantite significative 
dans les urines (figure 4d) . Les urines d'enfants (2-13 
ans) sont relativement riches en pyridinoline. Nous 
avons opte pour une purification de la pyridinoline 
diglycosylee a partir d f urine. 
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Methode t 

- Purification de la ovridinoline dierlvcosvlgft . 

50 litres d 1 urine d'enfants ont ete recoltes, 
f litres et lyophilises. Le lyophilisat d' urine a ete 
dissout dans de 1 ' eau distillee de fa ? on a obtenir une 
concentration X 10 des urines. 500 ml d' urines 
concentrees ont ete melanges a 500 ml d'acide acetique, 
2000 ml de n-butanol et 100 g de cellulose en poudre 
(CF1, Whatman) . L ' ensemble a ete melange sous agitation 
magnet ique pendant 5 minutes, puis a ete passe sur un 
entonnoir filtrant retenant la cellulose. La cellulose 
recuperee par filtration a ete lavee par 12 litres 
d'une solution de lavage contenant 8 litres de 
n-butanol pour 2 litres d'acide acetique et 2 litres 
d'eau distillee. L 1 operation a ete realisee en 
12 series de lavages consecutifs par 1 litre de 
solution. Apres lavage, les molecules de pyridindlines 
sont eluees par 500 ml d'eau distillee et 1 ' eluat est 
lyophilise. Apres lyophilisat ion les eluats ont ete 
dissous dans 10 % d'acide acetique et deposes sur une 
colonne de gel filtration Sephadex G10 (Pharmacia) de 
2 litres. Les fractions contenant la pyridinoline 
diglycosylee ont ete recuperees et lyophilisees. Le 
lyophilisat obtenu a ete dissout dans 10 % d'acide 
heptafluorobutyrique et injecte par fraction de 500 ^1 
sur une colonne en phase inverse semi -preparative 
ultrashere ODS C18 7 u 250 X 10 mm (Beckman) . L'elution 
des molecules de Pyr-gal-glc a ete effectuee a un debit 
de 3 ml/minute avec une solution a 17 % d ' acetonitrile 
et 0,15 % d'acide haptaf luorobutyrique . Les molecules 
de Pyr-gal-glc eluees entre 15 et 2 0 minutes ont ete 
collectees, lyophilisees et conservees a - 30°C. Toutes 
ces operations ont ete repetees afin de traiter les 
50 litres d 1 urines d'enfants. 
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- Caracterisation par spectrometrie de masse 

Un aliquote de 2 0 mg de pyr-gal-glc est passe sur 
une colonne echangeuse de cation (cellulose phosphate 
cation exchanger, Sigma), afin d'eliminer l'acide 
hepaf luorobutyrique . 

Pour la caracterisation par spectrometrie de 
masse, il suffit de se reporter aux techniques 
generales de spectrometrie de masse, 

Resultats ; 

La methode de purification de la pyridinoline 
diglycosylee decrite dans cet exemple est 
particulierement avantageuse car 1 ' etape de passage sur 
cellulose est realisee sur un entonnoir filtrant au 
lieu d'une colonne de cellulose et est de plus realisee 
avant 1' etape de gel filtration. L 1 utilisation d f un 
entonnoir filtrant retenant la cellulose pour l 1 etape 
de passage sur cellulose et/ou la realisation de 
1' etape de gel filtration apres 1 ' etape de passage sur 
cellulose sont avantageuses car ces caracteristiques 
permettent separement ou en combinaison une 
purification rapide et une facilite d' execution de la 
methode. De telles caracteristiques permettent un gain 
de temps important (environ une semaine pour la 
purification de 50 1 d' urine) par rapport a des 
techniques de purification qui ne presentent pas de 
telles caracteristiques . 

La pyridinoline diglycosylee obtenue en quantite 
suffisante peut etre utilisee comme immunogene pour la 
production d'anticorps monoclonaux. 

Exemple 4 : etude clinlque sur 1' excretion urinaire des 
pyridinolines chez des femmes pre- et post- menopausees 
et chez des patients presentant une maladie de Paget ou 
une polyarthrite rhumatolde 
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Met nodes ; 

L' excretion urinaire des pyridinoline et 
deoxypyridinoline totales a ete mesuree par HPLC apres 
hydrolyse acide (ou totale) par HC1 6N. L 1 excretion 
urinaire des formes libres de la pyridinoline 
(pyridinoline sans peptide) de la deoxypyridinoline 
libre (deoxypyridinoline sans peptide) a ete mesuree par 
HPLC, sans hydrolyse prealable. La concentration 
urinaire de CrossLaps (marqueur specif ique de la 
resorption osseuse) (CrossLaps ELISA, Osteometer 
Biotech AS), et de CartiLaps (marqueur specifique de la 
degradation du cartilage) (Cartilaps ELISA, Osteometer 
Biotech AS) ont ete analysees par technique ELISA. 
Chacun de ces marqueurs a ete mesure chez : 

- 40 cont roles (femmes pre-menopausees et femmes 
post -menopausees ) 

- 27 patients presentant une polyarthrite 
rhumatoide (PR) 

- 10 patients presentant une maladie de Paget 



Resultats ; 

L 1 excretion urinaire de la Pyr-gal-glc est 
significativement augmentee (100%) chez les patients 
presentant une polyarthrite rhumatoide (9.6 ± 5.9) 
compares au groupe contrSle (4.7 ± 1.4), alors que 
1' augmentation (30%) observee chez les pagetiques (6.1 
± 1-9) n'est pas significative (figures 8 et 9). Par 
centre les concentrations urinaires des autres 
marqueurs analyses (Pyr total, DPyr total, Pyr libre, 
DPyr libre, Crosslaps) sont presents en quantite plus 
elevee chez les Pagetiques que chez les patients 
atteints de PR. Seule 1- excretion urinaire du CartiLaps 
(marqueur de la degradation du collagene de type II) 
est plus elevee chez les PR (76%) compares au Paget 
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(4%) . II existe une correlation significative 
(p= 0.0001) avec un coefficient de correlation de 0.80 
entre les concentrations en Pyr-gal-glc et en CartiLaps 
(figure 10) . Les patients presentant une PR ont ete 
divises en deux sous groupes : PR destructrices (n = 12) 
et PR non destructrices (n = 15). L f excretion urinaire 
de Pyr-gal-glc est plus elevee dans le groupe des PR 
destructrices compare au groupe des PR non 
destructrices (figure 11) . Ces resultats indiquent que 
des taux augment es de Pyr-gal-glc sont associes a une 
destruction articulaire importante. 

Exemple 5 : Etude clinique sur 1 'excretion urinaire de 
Pyr-gal-glc chez des patients atteints de gonarthrose 

Methode t 

L' excretion urinaire de Pyr-gal-glc a ete mesuree 
par HPLC chez 50 patients presentant une arthrose du 
genou . 

Resultats : 

L 1 excretion urinaire de Pyr-gal-glc a ete 
correlee aux indices algof onctionnels de Lequesne 
[Lequesne M et al . Scandinavian Journal of 
Rheumatology. (1987) 18 (supplement 65) , 85-9] et Womac 
[Bellamy N et al . Journal of Rheumatology. (1988) 15, 
1833-40] et a l f interligne articulaire (figure 12). Les 
correlations positives obtenues avec 1 1 indice de 
Lequesne et 1 ■ indice de Womac suggerent que des taux 
augmentes de Pyr-gal-glc sont associes a une douleur 
plus elevee et a une mobilite diminuee. La correlation 
negative obtenue avec l'interligne articulaire, indique 
que des taux augmentes de Pyr-gal-glc sont associes a 
une destruction cartilagineuse plus importante. 
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REVINDICATIONS 

1. Methode pour le diagnostic, ou le suivi de 
1 'evolution, d'une pathologie synoviale caracterisee 
par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique ; 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant 1' absence de la 
pathologie ou representant un stade predetermine 
de la pathologie, le niveau du marqueur par 
rapport au niveau de reference indiquant la 
presence ou 1' evolution de la pathologie 
synoviale. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que 1 • individu est atteint de pathologie 
synoviale ou susceptible d'etre atteint de pathologie 
synoviale. 

3. Methode pour le suivi de 1- evolution d'une 
pathologie osteoarticulaire caracterisee par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu, avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique : 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant un stade 
predetermine de la pathologie, le niveau du 



38 



marqueur par rapport au niveau de reference 
indiquant 1' evolution de la pathologie synoviale 
4. Methode pour la determination d ' un pronostic 
d' evolution vers une pathologie osteoarticulaire ou 
vers un stade predetermine de pathologie 
osteoarticulaire caracterisee par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique : 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference et la deduction de cette 
comparaison d'un pronostic d' evolution vers une 
pathologie osteoarticulaire ou vers un stade de 
pathologie osteoarticulaire 

5. Methode selon l'une des revendications 3 ou 4 , 
caracterisee en ce que 1 1 individu est atteint de 
pathologie osteoarticulaire ou susceptible d'etre 
atteint de pathologie osteoarticulaire. 

6. Methode pour la determination de l'efficacite 
d'un medicament administre a un individu pour le 
traitement d'une pathologie osteoarticulaire 
caracterisee par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu sous 
traitement, avec un moyen pour mesurer un marqueur 
specifique de pathologie synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique : 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant un stade 
predetermine de la pathologie, le niveau du 
marqueur par rapport au niveau de reference 
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indiquant 1' evolution de la pathologie synoviale, 
et ainsi le degre d'efficacite du traitement 
7. Methode de determination de la toxicite 
associee a une pathologie synoviale ou osteoarticulaire 
d ' un medicament destine au traitement d'une pathologie 
caracterisee par: 

i) La mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale, 

ii) la mesure du niveau de ce marqueur specifique, 

iii) la comparaison du niveau de ce marqueur avec un 
niveau de reference representant la presence ou un 
stade predetermine de la pathologie, le niveau du 
marqueur par rapport au niveau de reference 
indiquant le degre de la pathologie et ainsi le 
degre de la toxicite associee a une pathologie 
synoviale ou osteoarticulaire. 

8. Methode pour le diagnostic precoce d'une 
pathologie osteoarticulaire caracterisee par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu, avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de pathologie 
synoviale ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique : 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant la presence ou un 
stade predetermine de la pathologie, le niveau du 
marqueur par rapport au niveau de reference 
indiquant la presence actuelle ou potentielle de 
la pathologie synoviale. 



40 



9. Methode pour le diagnostic ou le suivi de la 
degradation du collagene synovial caracterisee par : 

i) la mise en contact in vitro d'un echantillon 
biologique provenant d'un individu avec un moyen 
pour mesurer un marqueur specifique de degradation 
du collagene synovial ; 

ii) la determination du niveau du marqueur 
specifique ; 

iii) la comparaison du niveau du marqueur avec un 
niveau de reference representant le niveau de base 
ou normal pour la degradation du collagene 
synovial, le niveau du marqueur par rapport au 
niveau de reference indiquant une degradation 
normale ou pathologique . 

10. Methode selon l'une des revendi cat ions 1 a 9 
caracterisee en ce que le marqueur specifique de 
pathologie synoviale est la pyridinoline glycosylee. 

11. Methode selon la revendication 10 
caracterisee en ce que la pyridinoline glycosylee est 
la pyridinoline diglycosylee . 

12. Methode selon l'une des revendications 3 a 11 
caracterisee en ce que la pathologie osteoarticulaire 
est un rhumatisme inf lammatoire, une arthropathie 
metabolique, un rhumatisme degeneratif, la polyarthrite 
rhumatoide, une spondyl arthropathie , la goutte, la 
chondrocalcinose ou 1 1 arthrose . 

13. Methode selon l'une des revendications 1 a 6 
et 10 a 12 caracterisee en ce que le stade predetermine 
est le stade destructeur ou le stade non destructeur. 

14. Methode selon l'une des revendications 1 a 13 
caracterisee en ce que la determination du niveau du 
marqueur specifique de pathologie synoviale est 
effectuee par une technique immunologique, par un 
immunodosage, par fluorescence, par spectroscopie aux 
ultraviolets ou par detection electrochimique . 
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15. Methode selon la revendication 14 
caracterisee en ce que la technique immunologique est 
une technique utilisant des anticorps specifiques 
monoclonaux ou polyclonaux, une technique ELISA, une 
technique immuno-enzymatique, une technique 
d ! immunofluorescence, une technique radio- immunologique 
ou une technique chemo - immunologique . 

16. Methode selon l'une des revendications 1 a 13 
caracterisee en ce que la determination du niveau du 
marqueur specifique de pathologie synoviale est 
effectuee par une technique HPLC. 

17. Methode selon la revendication 16 
caracterisee en ce que le niveau de reference est 
choisi dans l ! intervalle compris entre environ 5 
(nmol/mmol Creatinine) et environ 9 (nmol/mmol 
Creatinine) . 

18. Methode selon l'une des revendications 1 a 17 
dans laquelle la determination du niveau du marqueur 
specifique de pathologie synoviale est realisee dans un 
liquide corporel . 

19. Methode selon la revendication 18 dans 
laquelle le liquide corporel est choisi parmi le sang, 
le serum, le plasma, l ! urine, la salive, la sueur ou le 
liquide synovial. 

20. Kit pour le diagnostic, ou le suivi de 
1' evolution d'une pathologie synoviale caracterise en 
ce qu'il comprend au moins un moyen pour mesurer un 
marqueur specifique de pathologie synoviale et une 
mention du niveau de reference representant 1 ' absence 
de la pathologie ou representant un stade predetermine 
de la pathologie. 

21. Kit pour le diagnostic, ou le suivi de 
1' evolution d'une pathologie osteoarticulaire 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un moyen pour 
mesurer un marqueur specifique de pathologie synoviale 
et une mention du niveau de reference representant 
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1' absence de la pathologie ou representant un stade 
predetermine de la pathologie. 

22.. Kit pour la determination d'un pronostic 
d' evolution vers une pathologie osteoarticulaire ou 
vers un stade de pathologie osteoarticulaire 
caracterise en ce qu ! il comprend au moins un moyen pour 
mesurer un marqueur specifique de pathologie synoviale 
et une mention du niveau de reference representant un 
pronostic . 

23. Kit pour la determination de l f efficacite 
d'un medicament administre a un individu pour le 
traitement d'une pathologie osteoarticulaire 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un moyen pour 
mesurer un marqueur specifique de pathologie synoviale 
et une mention du niveau de reference representant un 
niveau d'efficacite pour ledit medicament. 

24. Kit pour la determination de la toxicite d'un 
medicament destine au traitement d'une pathologie 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un moyen pour 
mesurer un marqueur specifique de pathologie synoviale 
et une mention du niveau de reference representant un 
niveau de toxicite pour ledit medicament. 

25. Kit selon 1 1 une des revendications 20 a 24 
caracterise en ce que le marqueur specifique de 
pathologie synoviale est la pyridinoline glycosylee. 

26. Kit selon la revendication 25 caracterise en 
ce que la pyridinoline glycosylee est la pyridinoline 
diglycosylee . 

27. Utilisation de pyridinoline glycosylee comme 
marqueur specifique de pathologie synoviale. 

28. Utilisation de pyridinoline glycosylee comme 
marqueur specifique de degradation de collagene 
synovial . 

29. Utilisation selon l'une des revendications 27 
ou 28 caracterisee en ce que la pyridinoline glycosylee 
est la pyridinoline diglycosylee. 
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30. Anticorps capable de reconnaitre de maniere 
specif igue la glucosyl -galactosyl pyridinoline . 



Methodes et kits pour le diagnostic ou le suivi d'une 
pathologie synoviale ou osteoarticulaire comprenant 
1 # utilisation d'un marqueur specif ique de la 
degradation du tissu synovial 

La presente invention concerne un marqueur 
specifique de la degradation du tissu synovial ainsi 
que des methodes mettant en oeuvre ce marqueur dans le 
diagnostic, le suivi et la determination d'un pronostic 
de pathologies synoviales. Les pathologies 
osteoarticulaires ou pathologies des articulations se 
caracterisent par une degradation, une destruction ou 
une resorption des tissus de 1 ' articulation. Dans 
certaines pathologies, les tissus non mineralises 
(synoviale, cartilage) sont degrades avant la matrice 
osseuse. Ainsi, dans la polyarthrite rhumatoide, le 
tissu synovial est le premier degrade, puis le tissu 
cartilagineux commence a §tre degrade, le tissu osseux 
etant le dernier a etre degrade. L ' identification de 
marqueurs specifiques de la degradation du tissu 
synovial presente done un interet majeur. En effet, le 
tissu synovial pouvant etre l'un des premiers tissus a 
§tre atteint dans une pathologie osteoarticulaire, un 
marqueur specifique de pathologie synoviale peut done 
constituer un marqueur precoce de pathologie 
osteoarticulaire ou encore un marqueur pre- 
symptomatique de pathologie osteoarticulaire. A ce 
jour, aucun marqueur specifique synovial n'a ete decrit 
dans la litterature. L' invention fournit pour la 
premiere fois un marqueur specifique de tissu synovial 
et plus particulierement un marqueur de la degradation 
du collagene synovial. De ce fait, 1- invention fournit 
un marqueur precoce de pathologie osteoarticulaire ou 
encore un marqueur pre- symptomat ique de pathologie 
osteoarticulaire. De preference, un marqueur specifique 
de pathologie synoviale selon 1' invention est la 
pyridinoline glycosylee et plus particulierement la 
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Le compose Y present dans 1 ' os et en quantite tres 
faible dans le tissu synovial ne co-migre pas avec 
du standard Pyr-Gal-Glc purifie a partir d- urine. 

Figure 5 ; 

Pourcentage mesure par HPLC sur colonne en phase 
inverse de Pyr-gal -glc / Pyr libre present dans le 
tissu synovial, l'os et le cartilage humains apres 
hydrolyse par NaOH 2M pendant des temps variant de 5 
a 20 heures. 

Le symbole « - » signifie non-detectable. 
Figure 6 : 

Pourcentage mesure par HPLC sur colonne en phase 
inverse de Pyr-gal/ Pyr libre present dans l'os, le 
cartilage et le tissu synovial humains apres 
hydrolyse par NaOH 2M pendant des temps variant de 5 
a 20 heures. 

Le symbole « - » signifie non-detectable. 
Figure 7 : 

Figure 7A ; profils de chromatographie de (a) 

surnageant de culture de synoviale, (b) surnageant 
de culture d'os, (c) surnageant de culture de 
cartilage . 

Figure 7B ; profils de chromatographie de (d) 

surnageant de culture de synoviale supplement e en 
standard Pyr-gal -glc, Pyr et D-pyr, (e) surnageant 
de culture d'os supplements en standard Pyr-gal -glc, 
Pyr et DPyr, (f) surnageant de culture de cartilage 
supplements en standard Pyr-gal -glc, Pyr et DPyr. Le 
compose X du surnageant de culture de synoviale co- 
migre avec du standard Pyr-gal -glc purifie a partir 
d« urine et se transforme en Pyr apres hydrolyse 
acide. 
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Figure 8 : 

Excretion urinaire des pyridinolines totales (formes 
libres et peptidiques) et des formes de pyridinoline 
libres chez des adultes normaux (controles) et chez 
des patients atteints de polyarthrite rhumatoide ou 
de la maladie de Paget. 



« Pyr tot ale » signif ie 
deoxypyridinoline totale. 
« Pyr libre » signifie 
deoxypyridinol ine 1 ibre . 



pyridinoline 
pyridinoline 



totale ou 



libre ou 



Figure 9 : 

Pourcentage d ' augmentation de l 1 excretion urinaire 
des differents marqueurs dans la polyarthrite 
rhumatoide (PR) et la maladie de Paget (Paget) par 
comparaison a un groupe temoin (voir figure 8) 
« PyrGG » signifie Pyr-Gal-Glc ou pyridinoline 
diglycosylee . 

Figure 10 ; 



Correlation lineaire entre un marqueur specifique du 
cartilage (CartiLaps) et la pyridinoline 

diglycosylee (PyrGG) . 



Figure 11 ; 

Comparaison 
diglycosylee 

individus normaux ou des 
polyarthrite rhumatoide (PR) 
(AR destructrice) ou non 
destructrice) . 



de la quantite de pyridinoline 
(Pyr-Gal-Glc) mesuree chez des 
patients atteints de 
a un stade destructeur 
destructeur (PR non 



Figure 12 ; 

Correlation entre 1' excretion urinaire de Pyr-gal- 
glc, les indices algof onctionnels de Lequesne et 
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